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EQUIPOS DE GENERACION

La contaminacicn en la industria biotecnoldgica es un grave problema para los fabricantes de
medicamentos esteriles o parenterales basados en procesos de fermentacion.

Santiago Fernandez, Area manager Italy & Iberia, BWT Pharma and Biotech

LA MAYORIA LAS PERDIDAS DE CULTIVOS INDU-
CIDAS POR LA CONTAMINACION SON DEBIDAS
A CONTAMINANTES BIOLOGICOS: bacterias, mico-
plasmas, levaduras, hongos e incluso otras lineas celu-
lares. Tamhién las endotoxinas, subproductos de la eli-
minacidn de las bacterias gram -, pueden ser causa de
problemas en algunos tipos de cultivo.

Uno de los canales por lo que esa contaminacion puede
producirse, en particular hacterias gram - y endotoxinas,
es a través del agua. Esa agua puede ser tanto de procesg,
como utilizada como excipiente o para procesos de limpieza.

La reciente ‘Guideline on the quality of water for phar-
maceutical use’ de la Agencia Europea del Medicamento
(EMA) nos da indicaciones para la seleccién de la calidad
del agua segun el tipo de medicamento, siendo el agua para
inyectahles (WFI) la calidad mfnima para para suuso como
excipiente en medicamentos estériles. Para la fahricacion
de APIs para inyectahles es posible utilizar agua purifi-
cada (PW) si hay pasos posteriores de esterilizacién 0 WFI
cuando se trate de los pasos finales de purificacion y aisla-
miento. Los lavados finales de equipos para la produccidn
de productos parenterales se realizaran preferiblemente
con WFL

En la préctica las recomendaciones de la guia de la
EMA, y ano ser que par coste se justifique la implementa-
cién de una distribucién paralela de agua purificada (PW),
significan que en una operacion de escala media se utilizara
de forma casi exclusiva WFI como agua para todos los usos.
Recordemos que el agua para inyectables debe cumplir
con una exigente limitacidn tanto en endotoxinas como en
bacterias:

Agua para Inyectables (WFI)

Parametro Unidades USP  Ph. Eur. (granel)
Bacterias aerobias CFU/100ml <10 <10
Frd—.t{‘.n'.as bacteriaras Fl'/ml <025 »
Endotoxnas bacteraras LU /mi - =0.2%

Estos estrictos requisitos estan mas gue justificados,
ya que los efectos potenciales para la salud debidos a
contaminaciones, ya sea microbianas o por endotoxi-
nas, en medicamentos parenterales padrian llegar a ser
fatales. La esterilidad del WFI es clave para asegurar la
calidad requerida por la farmacopea.

Esas mismas farmacopeas permiten hoy por hoy la
generacién de WFI con diversas tecnologias (destila-
dores multiefecto, destiladares por termocompresion y
equipos de membrana) ya que, todas ellas pueden ase-
gurar los requisitos compendiales para el WFL

Sin embargo, en ciertos procesos hioldgicos, como
por ejemplo la fermentacidn de antibiéticos, los riesgos
de afectacidn al proceso son tales gue ningun nivel de
contaminacién microbiana puede ser aceptahle. Por
ello, en este articulo exploraremos si alguna de esas
tecnologias de generacidn puede asegurar una esterili-
dad superior y, para ello, nada mejor que empezar defi-
niendo lo que entendemos por esterilidad.

ESTERILIZACION Y ESTERILIDAD

La esterilizacién puede definirse como el proceso
mediante el cual se destruyen, eliminan o inactivan per-
manentemente todas las formas de vida presentes en
un medio. Aungue, segun esta definicion, la esterilidad
esun concepto absoluto, en la prdctica industrial la este-
rilizacidn se refiere a menudo al proceso mediante el
cual la probabilidad de supervivencia de los organismaos
no deseados se reduce a un nivel arhitrariamente hajo.
Normalmente, este nivel es tan hajo que la posibilidad
de gue incluso un organismo sobreviva al proceso de
esterilizacion puede considerarse insignificante.
Alcanzar esos niveles en un sistema WFIno es tarea
fdcilya que los procesos de esterilizacidn se verdn afec-
tados por muchas variables (por ejemplo: el numero
de organismos iniciales, la variahilidad intrinseca de la



resistencia de cada microorganismo individual, la difi-
cultad para aplicar los métodos de esterilizacidn en par-
tes concretas de un equipo determinado..) gue no pue-
den controlarse de forma absoluta.

La eficacia de los sistemas de esterilizacion la medi-
mos a partir de su capacidad para reducir una determi-
nada concentracién de microorganismaos en un tiempo
dado. Lo cierto es que, aungue existen diversas formas
de medir esa eficacia, el pardmetro D es quizds el mds
universal ya que es posihle usarlo para esterilizaciones
térmicas, quimicas o por radiacién. Este pardmetro nos
dard de una manera cuantitativa la resistencia de un
microbio a un determinado tratamiento de esteriliza-
cion. Es un pardmetro que se expresa en tiempo y que
usualmente se refiere al nimero de logaritmos que se
han reducido en ese tiempo, por ejemplo, D, = 600 s
indica que un determinado tratamiento reduce dos loga-
ritmos (1/100) en 10 minutos un determinado microor-
ganismo. (Recordar que la esterilizacidn se refiere a
probahilidades, por los que una reduccién del 1/100 debe
entenderse como gue existe una probabilidad del 1/100
que el producto esterilizado siga contaminado).

Por otro lado, en esterilizacidn termal también es
hahitual usar el pardmetro F, que se deriva del pardme-
tro D y que mide la cantidad de tiempo equivalente en
minutos a que se ha aplicado una temperatura de 121°C
a un producto en el proceso de esterilizacién. Mds ade-
lante veremos la utilidad de este pardmetro para com-
parar diversos métodos generacién de WFI termal.

Los procesos de esterilizacién habituales en la
industria farmacéutica en agua compendiales incluyen
la esterilizacidn termal, la filtracidn, la inactivacién qui-
mica y la radiacién. Aunque los procesos de esteriliza-
cién usados en la generacidn y la distribucién de WFI
pueden ser similares o coincidentes, cada subsisterma
tiene sus particularidades, por ello y dado gue tenemas
un espacio limitado, en este articulo solo nos referimaos
a la esterilidad en sistemas de generacién por filtracion
y por procesos termales dejando los sistemas de distri-
bucién para una préxima ocasion.

LA ESTERILIZACION DE WFI POR FILTRACION

A diferencia de la esterilizacidn termal que busca la
inactivacién de los microorganismos presentes en el
medio, la filtracién busca una remaocién fisica de los mis-
mos con una malla que permita el paso del agua, pero
no de los microhios. Para ellg, es menester asegurar urn
tamana de poro consistente y homogéneo que no se vea

afectado por variahles como la presion o la temperatura,
lo que no es fdcil, razon por la cual histdricamente la
filtracién no ha gozado del favor del requlador cuando
se trata de garantizar la esterilidad.

Ademads, la prueba ahsoluta de la eficacia de la fil-
tracidn es dificil de establecer a pesar de las numerosas
mejaras introducidas en la fabricacién de filtros y, aungue
es posihle realizar pruebas de integridad, y estas tamhbién
han mejorado mucho, no nos dan mds gue una fotografia
puntual del estado de ese filtro en un cierto momento.

Otra de las objeciones gue se pueden poner a la este-
rilidad por filtracién es que no admite un andlisis similar
al de otras técnicas que si permiten trasladar experien-
cias de campo a valores D o F,,. Los filtros deben vali-
darse asegurando un corte molecular y una capacidad
de retencidn dados usando un organismo indicadar (que
hahitualmente es la B. diminuta) y todo ello comhinado
con tests de integridad.

Sin embargo, en marzo del 2016 la Comisidn
Europea? partiendo de las evidencias sohre la ohten-
cién consistente de WFI con equipos de filtracion,
y tras consultas con los distintos actores del sectar,
adopto la actualizacidn de la monografia para WFI
0169 de la Ph Eur que permite la fabricacién de WFI
con esas técnicas (que ya habian sido aceptadas por la
FDA y la farmacopea japonesa). De hecho, en el caso
de WFI es mds preciso referirnos a sistema de mem-
brana y filtracién, ya que habitualmente comhinare-
mos diferentes tecnologias.

La monograffa 0169 de la Ph Eur se refiere a osmasis
inversa (de uno o dos pasos) combinada con otras téc-
nicas como la electrodesionizacion, la ultrafiltracion o la
nanofiltracién. Esta combinacién de tecnologfas es un
tanto confusa. La nanofiltracién tiene un corte molecu-
lar superior al de la osmosis lo que la hace poco efectiva
después de ella, y la electrodesionizacién no tiene ningun
efecto sohre la calidad microbioldgica del agua, si acasg,
el de empeorarla. La ultrafiltracién, por su parte, tamhién
tiene un corte superior a la 0smasis perg, a diferencia de
estay de la nanofiltracidn, es un filtro absoluto lo que nos
permite colocarla como barrera final.

Paor ello los sistemas de membrana para genera-
cién de WFI normalmente estdn configurados como
un paso o dos de osmosis seguidos (o no) de un EDI
y terminan con una ultrafiltracién. Esta configuracién
es s¢lida y usa como caballo de batalla a la osmasis ya
(ue con su hajo corte (menos de 10 kD) nos asegura un
rechazo no solo de la mayor parte de sales, sino de todo
tipo de virus, bacterias y pirégenos. Lamentahlemente
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la osmosis no es un filtro absoluto ya que, la membrana
semipermeahle con la que estd construida es sensible
a presion y temperatura y, puede danarse facilmente
con productos guimicos como el cloro u el 0zono, razén
por la gue una ultrafiltracién tiene todo el sentido
después de la osmasis (o del EDI si lo requerimos por
cuestiones de calidad quimica).

;Y qué tan eficaz es esta combinacién? Por un lado,
y como ya constato la EMA, la industria ha venido
generando durante anos agua purificada (PW) con
muy hajos niveles de bacterias y endotoxinas con equi-
pos de membrana de forma regular y consistente.

En un estudio conjunto de BWT con la School of
Life Sciences de la Universidad de Ciencias aplicadas
y Artes del Noroeste de Suiza fue posible testar de
forma extensiva una unidad de doble paso de osmosis
mds EDI y UF (Fig 1), incluyendo pruebas de retencién
microbioldgica, de retencidn de endotoxinas, de integri-
dad de UF y de TOC, entre otros.

Los resultados confirmaron que el comportamiento
de estos equipos y, que como era previsible, es la pri-
mera etapa de osmosis la que realiza el trahajo de
rechazo de bacterias tal y como se ohserva en la Figura
2, llegando a ofrecer reducciones de 4-5 logaritmos.
La segunda etapa nos proporciona una seguridad adi-
cional y la etapa final de UF, ademds de proveer una
barrera absoluta, consigue una mejora en lgs niveles
de retencién de bacterias y endotoxinas en operacién.

Por lo gue respecta a los valores de retencidn de
endotoxinas de nuevo se consigue una eficaz reduccién
en la primera etapa de osmasis (Fig 3) y disponemaos
de dos etapas mds (osmosis y UF) para garantizar la
calidad requerida.

Asi que un equipo de membrana es mds gue capaz
de conseguir consistentemente calidades de WTFI,
incluso muy superiores microbicldgicamente, pero
dada la susceptibilidad de esos equipos a factaores
externos, ;tenemaos alguna manera de asegurar gue
el funcionamiento es conforme a los pardmetros de
diseno? Lo cierto es que si. Disponemos de dos potentes
herramientas de control, una indirecta y otra directa.

Por un lado, la conductividad a la salida de cada
etapa de osmosis cuando la comparamos con los valo-
resde entrada nos permite saher entodo momento silas
membranas estdn trabajando de acuerdo con sus para-
metros de diseno, es decir, rechazando las sales iénicas
correctamente. Dado que cualquier darfio a la mem-
brana dispararia la conductividad de forma inmediata
y puesto que cualquier microorganismo estd muy por
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Figura 3.

encima del rango de rechazo iénico disponemos de un
potente mecanismo de alerta.

Y si esto no nos satisface, tamhién disponemos de
equipos de control microhioldgico répido (RMM) que
permiten un control directo de las células viahles totales
y, par tanto, una validacion directa de la operacion de los
equipos de membrana asegurando la calidad objetiva. De
hecho, la propia EMA invita a la adopcidén de estas téc-
nicas y establece en el borrador del nuevo anexa | “Los



fabricantes dehen considerar la adopcién de sistemas
adecuados de vigilancia rapida o automatizada para agi-
lizar la deteccién de problemas de contaminacién micro-
bioldgica y reducir el riesgo para el producto”.

Nao es el ohjetivo de este articulo tratar el diserio de
estos sistemas, pera es gportuno dejar agui constancia
de gue para una operacién correcta de los equipos de
membrana es imprescindible, atin mas gue en un equipo
termal, un diseno y operacidn correctos. Par ponerlo en
palabras de la EMA: la equivalencia en la calidad de
WEFT en equipos de membrana no significa simplemente
el cumplimiento de las especificaciones compendiales,
sino que también debe tener en cuenta la robustez del
método de produccion?

LA ESTERILIZACION DE WFI POR
TEMPERATURA

La destilacién es el método utilizado histdricamente para
obtencién de WEFL Este proceso se divide en dos fases,

primero calentaremos el agua hasta hacerla evaporar y
luego la condensaremas. Ese condensado es WEFL

Al evaporarse el agua el calentamiento produce una
pérdida de viahilidad en los microorganismas inicial-
mente presentes en el agua. De hecho, todas las formas
de vida son sensibles a la temperatura y pueden inac-
tivarse permanentemente si Se exponen a una tempe-
ratura lo suficientemente alta. Sin embargg, otros fac-
tores como el pH, la composicién quimica del medio y
la forma de administrar el calor también pueden tener
un impacto significativo en la tasa de inactivacion.
Por ejemplo, un calor humedo, como el que tendremos
en los equipos de WEFI termales, es mucho mas eficaz
que el calor seco. Esto se debe a que al condensarse el
vapor libera una cantidad muy significativa de energia
debido al calor latente. Ademads, el coeficiente de trans-
ferencia de calor del vapor de condensacidn es uno de
los mas altos que se pueden alcanzar con una sustan-
cia carriente. Esto maximiza las posihilidades de que el
calor penetre y se libere en todas las partes del material
sometido a esterilizacién.
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Dado que el agua s@lo hierve a 100°C y que esta
temperatura es demasiado baja para ser de alguna uti-
lidad préctica para la esterilizacién (ya que darfa lugar
a tiempos de exposicién inaceptahlemente largos para
ser eficaz), los procesos de esterilizacidn por vapor se
llevan a cabo en recipientes a presion. Al aplicar presion
al vapor incrementamas la energfa contenida en este y
por ende la temperatura de este, eso lo hace por un lado
mas eficiente energéticamente y por otro, mas letal.

Aqui es donde recuperamos el pardmetro F, que
nos servird para comparar la letalidad del vapor a dife-
rentes temperaturas. Tomaremos como hase el valor de
aplicacion de vapor de 15 minutos a 121°C (F, = 15). Dicho
valor se acepta como aguel que lograria niveles de este-
rilidad aceptables. Para alcanzar ese valor con vapor a
110°C serdn necesarios unos 194 minutos y para con-
sequir el mismo valor parameétrico con vapor a 170°C
necesitaremos unos 0,01 sequndos. En general si desea-
mas asegurar un nivel elevada de esterilidad (D 0
6 logaritmos) tendremos que asegurar F =15.

999999

DESTILADORES MULTIEFECTO Y
TERMOCOMPRESORES

Existen dos tecnologfas para generar WFI por destila-
cién: los destiladares de efecto multiple (MED) y la des-
tilacién por compresion de vapor o termocompresion.
Aunque los principios generales de ambas tecnologias
son similares existen algunas diferencias importantes
entre ellas.

La tecnologfa de compresion de vapor (Fig. 4) se
basa en la recuperacidn de calor y para ello utiliza el
calor latente del vapaor del agua. En el termocompresor

Por tratarse de un tema relevante e intima-

mente conectado con este articulo, trataremas
la eficiencia energética en sistemas WFI en una
proxima entrega

Figura 4.

el agua alimentacién es vaporizada en una columna
y luego sobrecalentada haciéndola pasar a través un
compresor. Este proceso por un lado aprovecha al
madximo la energfa del vapor de agua sin requerir ele-
var la temperara del vapor significativamente sobre la
temperatura de vapor a presién a atmosférica y por
otro el sohrecalentamiento por incremento de pre-
sidn conseguido en el compresor es mds eficiente al
incrementar el calor latente del agua con un menor
consuma energético que si sobrecalentamos el vapor
directamente.

Por su lado, los destiladores de muiltiple efecto
(Fig 5) son equipos multicolumna que utilizan el vapor
de planta (o la electricidad) para el calentamiento en la
primera columna (o efecto) del proceso, evaporando el
agua contenida en la columna. Este vapor es después
condensado haciéndolo pasar por un intercambiador y
el liquido ohtenido es WFIL Este proceso es tremenda-
mente ineficiente, de hecho, en un destilador con una
sola columna serfan necesarias grandes cantidades de
vapor y agua de enfriamiento para conseguir WFI, por
ello, estos equipos se diserian con varias columnas y
sistemas de intercamhio (como precalentadores) para
alcanzar eficiencias mdas razonahles. Al disponer de
varias columnas, y siempre gue la presion del vapor de
entrada sea lo suficientemente alta, podemos utilizar
el calor latente de la primera columna para calentar la
siguiente y asf sucesivamente, hasta 8 columnas.

Por tanto, la tecnologia de compresidn de vapor
suele destilar a temperaturas mds hajas, unaos 130°C,
0 por ponerlo en términos de F =15, unos 12 minutos,
mientras que el proceso de los destiladores multiefecto
utilizaremos la méxima presién de vapor disponible y
toda el agua se verd sometida en la primera columna
a la misma temperatura de evaporacion de la sequnda
columna como minimo. La temperatura en esa columna
suele ser ungs diez grados inferior a la de primera con



Las endotoxinas son molé-
culas muy estahles capaces
de resistir temperaturas y

Figura 5.

lo que si alimentamos el destilador con vapor a 5 bares
tendremos una temperatura aproximada de 135°C en la
segunda columna y un F =15 de unos 30 segundos. Si
aumentamos la presion de vapor a 8 bares los tiempos
de F =15 estaran netamente por debajo de 1 segundo.
Dependido del tamario del equipo y las velocidades de
circulacién en general para consequir F =15 serén nece-
sarias temperaturas por encima de 150°C en la segunda
columna.

En conclusidn, si bien como ya hemos dicho al ini-
cio, ambas tecnologias asequran la ohtencidn de WFI
de acuerdo con los requisitos compendiales, si se desea
asegurar un grado maximo de esterilidad los equipos
MED alimentados a mas de 7 bares son una huena
alternativa.

ENDOTOXINAS

La presencia de endotoxinas en los productos inyecta-
bles puede dar lugar a respuestas pirogénicas gue van
desde la fiebre hasta un shock séptico irreversible y
mortal. Aungue las endotoxinas pueden no ser un pro-
blema para todos los fabricantes de cultivos celulares,
claramente lo son para algunos. También se ha demaos-
trado que las endotoxinas afectan al crecimiento y la
funcién de las células en muchos procesos de fermen-
tacion, ademds de ser una fuente de variahilidad signi-
ficativa con lo que pueden tener efectos adversos en un
proceso de fermentacion®,

Las endotoxinas son fundamentalmente lipopolisa-
cdridos (LPS) gue se derivan de las membranas celu-
lares de las bacterias gram negativas que las liheran
continuamente en el medio, en pequenas cantidades
cuanda estan en crecimiento activo, y en grandes canti-
dades cuando mueren. La endotoxina tiene una pequena
parte lipida que ancla el LPS a la membrana bacteriana
y es responsable de sus efectos patdgenos.

valores de pH extremos por
lo que no se inactivan eficaz-
mente con los procedimientos
habituales de esterilizacién
por calor con tratamiento
térmico a 121°C. El tnico pro-
ceso conocido para destruir
eficientemente las endotoxinas
implica la exposicién de éstas a
una temperatura de 250°C durante mas de 30 min o a
F,'s equivalentes®.

Las endotoxinas pueden variar significativamente el
tamario por lo que la unidad de medida que utilizamos
de hecho mide la parte lipida que es la mas pequena y a
suvez la que puede producir efectos pirogénicos. Dado
que el tamario de esa parte puede ser tan pequeria como
3 KD serd necesario disponer de un metodo gue ase-
gure su eliminacion.

La principal fuente de endotoxinas es el agua de cali-
dad farmacéutica debido a la posihilidad de que haya
bacterias Cram negativas. El limite compendial de endo-
toxinas para WFI de 0,25 EU/ml se ohtendrfa a partir
de la desnaturalizacién de 104 bacterias/ml, por tanto,
la mejor manera de evitar las endotoxinas es evitar las
bacterias en el agua y rechazar o retener las que pue-
dan permanecer en ella.

En equipos termales eso estd relacionado con el
diseno de las columnas, aquif solo diremos gque la clave
estd en una huena separacidn y en evitar las gotas que
pueden contener endotoxinas y que podrian ser arras-
tradas por el vapor @
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